肝臓疾患に対する再生医療の現況と展望 by 青木 武士 et al.
肝臓疾患に対する再生医療の現況と展望
昭和大学医学部外科学教室（消化器・一般外科学部門）
青木 武士 村上 雅彦 榎並 延太 
小池 礼子 藤 森 聡 古泉 友丈 
山下 剛史 渡 辺 誠 大塚 耕司 
 加藤 貴史
釧路労災病院
 草野　満夫
は じ め に
　肝移植あるいは生体肝移植は，終末期肝不全の最
終治療手段として社会的コンセンサスを得ている．
その一方，肝移植の普及に伴う移植希望・適応患者
の拡大，それに伴う医療費の増大は医療経済全体を
も脅かす問題であり，世界的ドナー不足の中で国際
的に急増している肝移植は，すでに飽和状態ともい
われている．
　したがって臓器移植に替わる新たな治療戦略を考
案することは急務である．細胞あるいは組織移植療
法はその代替手段として第一に挙げられる．細胞移
植とくに肝細胞移植においては，20 年以上前より
理論的に実現可能とされながらも1-8），大量のド
ナー細胞獲得の問題から大きく臨床応用へ前進する
ことがなかった．近年，医工学技術の著しい発展に
伴い，先天性肝代謝性疾患の分野で増殖を基盤とし
た幹細胞などの利用や遺伝子操作を含めた細胞治療
の臨床応用が期待されている9，10）．しかしながら，
長期保存・拒絶反応・癌化などのクリアーすべき問
題を抱えており，これらの問題を解決するまでには
さらなる研究期間が必要とされている．かかる点に
おいて，われわれは即時的な肝再生医療を実用化す
るための細胞ソースとして肝細胞高次機能を最大限
に発現している成熟肝細胞の利用を推進している．
これまでの成熟肝細胞移植の成績からその有用性は
期待されているものの，大量のドナー細胞確保とい
う問題点に対しては，現在移植不適合肝を利用する
ことで同法の欠点を補うことができ，その有用性が
再認識されるはずである．本稿では肝臓疾患に対す
る再生医療として，幹細胞治療とわれわれが提唱し
ている成熟肝細胞治療の現況と展望について最近の
知見をふまえて概説する．
1．幹細胞治療
　1）ES細胞
　ES 細胞は 1981 年に Evans らにより，マウスの
内部細胞塊から多能性の細胞株として始めて樹立さ
れた11）．その後 1998 年に Thomson JA らは，余剰
把胚を用いてヒト ES細胞を樹立し，ヒトへの応用
の可能性が示された12）．米国カリフォルニア州の
Geron 社は，マトリゲルを利用することでヒト ES
細胞の feeder-free 培養法を確立しており，DMSO
や sodium butyrate を培養中に添加することで肝細
胞への誘導に成功している．しかし ES細胞は受精
後 6，7 日目の胚盤胞から細胞を採取し，それを培
養する事によって作製されるため，その使用につい
ては倫理的・宗教的問題がある．
　2）iPS 細胞
　山中らが示した iPS 細胞は，患者自身の体細胞か
ら核の初期化を可能にした画期的な発見である13）．
現在では，脳細胞などの「中枢神経系」，角膜，網
膜色素上皮細胞，視細胞，血小板，赤血球，造血幹
細胞，心筋，骨・軟骨，骨格筋，内胚葉系細胞など
様々な細胞に分化させる技術が発達している．肝細
胞への分化に関する研究としては，小林らのグルー
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プが，マウスの iPS 細胞から肝細胞に含まれる「ア
ルブミン」などのタンパク質をつくることに成功し
ており，iPS 細胞を用いた肝再生が期待されるとこ
ろである14）．また 2011 年 12 月には医薬基盤研究所
とリプロセルが，iPS 細胞から肝細胞の製品化に成
功したと発表した．しかしながら臨床現場での iPS
細胞を用いた肝再生医療の実現には，少なくとも 5
年から 10 年かかるといわれており乗り越えるべき
壁も多いのが現状である．
　3）骨髄細胞
　Catherine らは成人ヒト骨髄細胞の中に肝細胞へ
分化できる細胞集団が存在することを示した．また
坂出らは，平成 15 年より国内最初の自己骨髄細胞
を用いた肝臓再生医療法を開始し，現在までに肝硬
変患者に対する肝機能維持の有用性を報告してい
る15，16）．骨髄細胞移植は，比較的採取が容易であ
り，自己の骨髄細胞を利用し移植するため，免疫拒
絶反応を回避できる利点がある．
2．成熟肝細胞治療
　成熟肝細胞を患者の肝臓から採取し移植する方法
とその有用性については，臨床の現場で既に数多く
報告されている1-8）．しかしながら，移植時には大
量の細胞数が必要であり，さらに繰り返し移植を施
行する場合には常時安定的な細胞数の確保が必要で
ある．よって細胞移植においても臓器移植同様ド
ナー細胞の確保が最大の煩悶とも言われている．ド
ナー細胞の確保，確保した細胞を効率よく保存する
方法を包括的に整備することが，成熟肝細胞治療を
行う上で極めて重要な課題である．教室では 1）臓
器移植不適合な肝臓を新たなドナー肝細胞として有
効利用を目指すとともに，供給されている肝細胞の
生存率を高め，2）至適な肝細胞凍結保存方法を標
準化し，3）移植後の細胞生着高率を高めることに
取り組むことで臨床応用に即した成熟肝細胞治療が
展開できると考えている．
　1）肝組織冷保存と細胞凍結保存方法の確立
　（1）新たな肝組織冷保存方法の提唱
　臓器移植，細胞移植において，獲得した臓器を移
植までの時間に，組織／細胞を良好な状態で保存す
ることは，臓器・細胞移植後の生着率／機能維持に
関わる重要な課題であると考える．教室では，膵島
細胞移植で汎用されている Perﬂuorochemical（2
層法）に着目し17，18），肝冷保存においても同システ
ムを導入することにより，肝機能の維持，細胞移植
への影響を検討した（Fig. 1）．24 時間にもわたる
肝冷保存においても，2 層法群は対照群である
University of Wisconsin solution （UW solution）と
比較し，細胞生存率は有意に高値を示しており，さ
らに移植においてもその有用性が確認された．この
ことから肝組織冷保存においては，十分な酸素の存
在が cold ischemic によって障害された組織・細胞
に対する障害を軽減することが示された19）（Fig. 2）．
　（2）移植不適合肝の細胞移植への応用
　また現在臓器移植不適合とされ棄却されている中
高度脂肪肝に着目し，それらが細胞移植に利用可能
か検証した．高度脂肪肝ラットモデルとしてZucker 
rat をそのwild type として Lean rat を用いた．高
度脂肪肝から分離した肝細胞は，正常肝の肝細胞同
様，肝細胞機能を有しており，脾臓内移植実験にお
いても脂肪肝細胞は脾臓内にて生着し，正常肝細胞
移植同様肝特異的機能であるアルブミンを良好に分
泌していることを確認している（Fig. 3）．この研究
より，臓器移植不適合とされる脂肪肝であっても，
細胞移植においては，利用可能であること示してお
り，新たなドナー細胞ソースの candidate となりう
ることが考えられた20）．
　臓器移植の分野でもドナー肝の拡充に向け心停止
後肝（NHBD）が注目されているが，心停止後に採
取されたグラフト肝には温虚血による障害が負荷さ
Fig. 1　2 層法を用いたラット肝組織冷保存法：
矢印：Perﬂuorochemical，点線矢印：
UW液
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れ，さらに引き続く冷保存，再灌流という過程を経
て，グラフト肝の viability は著しく低下すること
が知られている．よってこれまで臨床において心臓
死肝移植が行われているがその成績は満足すべきも
のではなく，移植不適合とされることが多い．われ
われはドナー成熟肝細胞の供給源として移植不適合
とされるNHBDに注目している．しかし前述した
ようにドナー肝を確保しても良好な細胞を分離する
までの過程で過酷な条件を克服しなければならず，
従来の臓器保存方法を凌駕する保存技術が要求され
る．NHBDが細胞ドナーソースとして利用可能か検
証するためラット心停止モデルを作成し検討した．
心停止直後，NHBD-0（A群），15 分後NHBD-15（B
群），30 分後NHBD-30（C群）に肝を摘出し，それ
ぞれの群に対し速やかに肝細胞分離を施行した
（Cont）群と，2層法あるいはUW液を用いて摘出
肝の冷保存を 3時間，12時間施行した群に分類した．
A群，B群，C群の viability は時間経過とともに
低下したが，2層法は，UW液に比較し，冷保存 3，
12 時間後も有意に viability が良好であった．ATP
Fig. 3
A：Sudan III 染色：a. Zucker ラット群，b：Lean ラット群
B：Albumin 染色：a. Zucker ラット群，b：Lean ラット群　Zucker ラット群は Lean ラット群と同様にラット脾
臓内で生着し，肝機能発現を認める．
Fig. 2　初代培養肝細胞（上段）と 2層法にて肝冷保存（10 Hr）後培養肝細胞（下
段）の PAS染色 2層法にて肝冷保存（10 Hr）後も培養肝細胞は初代培
養肝細胞同様良好な細胞形態とグリーコーゲン貯蔵能を有していること
が示唆される．
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活性，アルブミン合成能においても 2 層法は UW
群に比較し有意に高いレベルを維持していた．さら
に脾臓内移植実験においても 2 層法群は，移植後
28 日間にわたり血清アルブミン値はUW群に比較
し有意に高値を示した．このことから 2 層法を
NHBDの冷保存に導入することで，肝細胞機能を
良好に維持し，細胞移植へ応用することが可能であ
ることが確認された．
　2）新規細胞凍結保存方法の確立
　（1）Alginate/poly-L/lisine を用いたマイクロカプ
セル化肝細胞
　一般的な細胞凍結保存法は，細胞外凍結による細
胞障害を回避するために特別な凍結防御剤を用い，
さらに Programming freezer を用い細胞内脱水を
すすめる目的で緩やかに冷却することが望ましいと
されている．われわれは高価な機器が不必要で簡便
かつ迅速に大量の細胞を凍結できる方法を考案し
た．免疫隔離膜として使用されているAlginate/
poly-L/lisine を材料としてマイクロカプセル化細胞
を作製する（Fig. 4）．カプセル化肝細胞を 10％ 
DMSO と 10％ FBS の保存液で混和した後，液体
窒素内で急速冷凍しても，カプセル内肝細胞は氷晶
形成から回避され，良好な細胞形態と機能を有する
ことが確認できた21）．液体窒素内で長期凍結・保存
後もカプセル内の肝細胞は極めて良好に生存し，か
つ肝特異的機能である薬物代謝機能発現などを維持
することを確認した22）．さらに急性肝不全モデルに
おいて，マイクロカプセル化肝細胞を脾臓内へ移植
することにより，障害肝の肝機能を補助し，生存率
の改善および障害肝の再生を促進することも確認し
ており，マイクロカプセル化肝細胞脾臓内移植の有
用性も明らかにしている23，24）．
　（2）温度感応性高分子を用いた細胞凍結保存方法
　マイクロカプセル化肝細胞がラット脾臓内でその
細胞高次機能を発揮することを確認しているが，移
植時にカプセルの破壊やカプセルの存在が臨床応用
の弊害になる可能性が危惧され，凍結時はカプセル
化し移植時には脱カプセル化にて細胞移植ができる
システムを考案した．
　MebiolGel TM（池田理化）は完全化学合成のポ
リマーで，温度感応性高分子と親水性高分子との共
重合体で転移温度以下で流動性のゾル，転移温度以
上でゲル状という特異な物性を示す．よって転移温
度以上のゲル状態で，肝細胞を凍結保存し，解凍後
は転移温度以下のゾル状態で脱ゲル化肝細胞とす
る．マイクロカプセル化はゾル状態のMebiol gel
で混和し，37℃でゲル状態とし air jet system で，
Fig. 4
A：Alginate/poly-L/lisine を用いたマイクロカプセル化肝細胞
B：マイクロカプセル化肝細胞：H-E staining
Fig. 5　温度感応性ゲルを用いたマイクロカ
プセル化肝細胞：温度感応性ゲルを
用いることにより凍結保存後脱ゲル
化細胞を得ることが可能となる．
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肝細胞をゲル化する（Fig. 5）．ゲル化肝細胞は，
10％ FBS および 10％ DMSO を含む DMEMの凍
結保存液に浸し，直ちに液体窒素内にて急速凍結保
存する．
　（3）ゲル化肝細胞凍結保存後の脱ゲル化誘導
　MebiolGel は，4℃にてゾル状態となるため，37℃
の温槽にて凍結保存したゲル化肝細胞を急速解凍す
る．ゲル化肝細胞は急速解凍時，ゾル状態となる．
（MebiolGel は，4℃にてゾル状態となるため）ゾル
状態の肝細胞を遠心分離後，脱ゲル化肝細胞とす
る．
　（4）細胞移植への応用
　本システムの細胞移植の有用性を検証するため，
ラット脾臓内に凍結保存後脱ゲル化肝細胞移植を施
行した．脱ゲル化肝細胞はラット脾臓内で良好に生
存し，肝細胞機能を発現しており，温度感応性高分
子を用いた細胞凍結保存技術が細胞移植に応用可能
であることが示唆された．
　（5）究極の生物学的人工肝臓の創成を目指して
　劇症肝炎あるいは急性肝不全に対する治療とし
て，持続的血液濾過法や血漿交換療法を凌駕する治
療法は出現していない．肝細胞には数千といわれる
機能が存在しているといわれ，より適切な肝機能補
助を行うには生物学的人工肝臓の登場が望まれてい
る．教室では，ラジアルフロー型のバイオリアク
ターを用い，PVA membrane を細胞支持体として，
3次元的肝細胞培養実験を行ってきた．同システム
を用いることにより，肝細胞は支持体内に cluster
を形成し，肝細胞機能を良好に維持していることを
確認した（Fig. 6）．臨床応用における肝機能補助に
は scale up が重要であり，多くの改良点が残され
ているが，近未来における至適な肝機能補助とし
て，推進していかなければいけない領域と考える．
お わ り に
　再生医療は，国民の大きな期待がかけられている
医療である．現時点では，治療困難な領域も再生医
療の力で予想もできない革新的な技術により完治し
得る夢の学問，医療であり，多くの再生医療を待ち
望んでいる患者に希望の光を与えたと思われる．深
刻なドナー不足により飽和状態となっている今日，
再生医療への期待がますます高まっており臨床への
展開が急務とされているが，一方安全性と確実性が
担保された医療を着実に構築することが最優先すべ
き事項であることを忘れてはならない．
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